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Abstrakt

Diagnostika neuroinfekci prodélava v poslednich letech priklon k molekularné
biologickym metodam. Nas§ vyzkum se soustfedil na vyznam pfitomnosti DNA
neurotropnich herpetickych viri (HSV1, HSV2, VZV a HHV6) v mozkomi$nim
moku.

V prvni studii jsme sledovali pfitomnost DNA neurotropnich herpetickych
virt (HV) v mozkomis$nim moku u imunokompetentnich pacientl s laboratorné
potvrzenou klistovou meningoencefalitidou a enterovirovou meningitidou a
meningoencefalitidou. Kontrolni skupinu tvofili pacienti shodné vékové struktury
bez prokazaného zanétu v mozkomisnim moku. Pacienti byli sledovani po dobu 6
mesict. Pribéh onemocnéni a jeho nasledky véetné laboratornich vysetfeni byly
porovnany mezi skupinami pacientti s prokazanou a bez prokazané HV DNA.

V druhé studii jsme prokazovali pfitomnost HSV1 DNA v mozkomi$nim
moku u pacientd s purulentni meningitidou, u kterych byl prib&h onemocnéni
komplikovan vysevem herpes labialis.

V nasem souboru imunokompetentnich pacientti s nehnisavym zanétem v
mozkomisnim moku jsme detekovali HV DNA virli u 13 ze 173 pacienti (7,5 %),
zachytili jsme i DNA dvou herpetickych virti soucasné. Podil pacientli se zanétem
CNS vyvolanym klistovou meningoencefalitidou a detekovanou HV DNA tvofil 7,3
% (7 z 96) a nejcasteji byl detekovan virus VZV. V souboru pacientil s enterovirovou
meningitidou a meningoencefalitidou byl podil pacientti s HV DNA 7,8 % (6 ze 77)
a nejcastéji byla detekovan virus HHV6. Zachyt HV DNA nebyl asociovéan se
zavaznym klinickym prubéhem onemocnéni. Pficinou pfitomnosti HV DNA je
nejspiSe reaktivace HV pfi zanétech, coz potvrzuje minimalni zaichyt HV DNA u
pacientti bez zanétlivého cytologického nalezu v mozkomisnim moku.

HSV1 DNA v mozkomi$nim moku pfi periferni reaktivaci jsme detekovali

pouze u jedné pacientky s vyznamnym imunodeficitem.
Metody zalozené na amplifikaci nukleovych kyselin jsou v soucasnosti hlavnim
diagnostickym voditkem, proto mohou nalezy DNA neurotropnich herpetickych vira
v mozkomi$nim moku ¢init diagnostické obtize. Vysledek téchto vySetieni je vzdy
interpretovat s ohledem na klinicky stav pacienta, anamnézu a vysledky dalSich
vySetfeni.



Abstract

In recent years, the diagnosis of neuroinfections has undergone a shift towards
molecular biology methods. Our research focused on the predictive value of the
capture of herpesvirus (HV) DNA in cerebrospinal fluid. In the first study, we
examined the presence of DNA neurotropic herpes viruses (HSV1, HSV2, VZV
and HHV6) in cerebrospinal fluid in immunocompetent patients with laboratory-
confirmed tick-borne meningoencephalitis and enterovirus meningitis and
meningoencephalitis. The control group consisted of patients with proven absence
of an inflammation in the cerebrospinal fluid. Patients were followed for 6
months. The course of the disease and its consequences, including laboratory
tests, were compared between groups of patients with and without the presence of
HV DNA. In the second study, we tried to demonstrate the presence of HSV1
DNA in cerebrospinal fluid during its symptomatic reactivation in patients with
purulent meningitis. In our group of immunocompetent patients with non-purulent
inflammation in the cerebrospinal fluid, the proportion of HV DNA positive
patients reached 7.5% (13 out of 173), we also captured the DNA of two herpes
viruses simultaneously. The proportion of patients with CNS inflammation caused
by tick-borne meningoencephalitis with detected DNA from neurotropic herpes
viruses was 7.3 % (7 out of 96), with VZV DNA being the most abundant. In the
group of patients with enterovirus meningitis and meningoencephalitis, the
proportion of patients with HV DNA was 7.8% (6 out of 77) with HHV6 DNA
being the most frequent. HV DNA positivity was not associated with severe
course of the disease. The reason for HV DNA positivity is probably HV
reactivation under inflammatory conditions, which is supported by the minimal
capture of HV DNA in patients without inflammatory cytological findings in
cerebrospinal fluid. We detected HSV1 DNA in cerebrospinal fluid during its
peripheral reactivation in only one patient with significant immunodeficiency.
Since nucleic acid amplification-based methods are currently the main diagnostic
tool, the detection of the DNA of neurotropic herpes viruses in cerebrospinal fluid
can cause diagnostic difficulties. The result of these examinations should always
be interpreted in comprehensive manner with regard to the patient's clinical
condition, history and the results of other examinations.



1. Uvod

Na prelomu tisicileti doslo k revoluci ve virologické diagnostice. Do rutinniho
pouzivani byly postupné zavedeny metodiky amplifikace virovych nukleovych
kyselin (NAAT) a marginizovaly kultiva¢ni metody, které byly do té doby
povazovany za zlaty standard. NAAT vyrazn¢ zrychlily diagnostiku, ukazaly se
jako senzitivni 1 specifické jak pro diagnostiku, tak i monitoring 1écby fady
virovych onemocnéni. Rozmach téchto metod pfinesl také fadu specifickych
problému, z nichz fada neni uspokojivé vyfesena dodnes.

Vsechny herpetické viry mohou za specifickych podminek vyvolat
systémové onemocnéni véetn€ infekce centralniho nervového systému (CNS), a
to jak pii primoinfekci, tak pfi reaktivaci i reinfekci. Obecné se soudi, Ze
herpetické viry vyvolavaji 5-10 % nehnisavych zanétt CNS (Cinque P. et al.,
2003; O'Sullivan C. et al., 2003; De Biasi R., Tyler K., 2004). Neurotropismus je
akcentovany zejména u podceledi Alfaherpesviridae, kde hlavnim mistem latence
jsou pseudounipolarni neurony senzorickych ganglii, ale virovy genom byl
detekovan i u cca 20 % populace v bilé i Sedé hmoté mozkové (Theil D. et al.,
2004; Chan P. et al., 1999; Liedtke W. et al., 1993).

Nejrozsiten€jsimi metodami soucCasnosti pro rutinni diagnostiku
herpetickych neuroinfekci jsou metody amplifikace nukleovych kyselin
(NAATS). Snastupem vyuzivanim téchto vysoce citlivych metod se zacaly
v literatufe objevovat zminky o atypickém prib&éhu onemocnéni (Davies N. et al.,
2005), mirnéjsich formach (O'Sullivan C. et al., 2003; Simko J. et al, 2002) a
koinfekcich spojenych s nalezem DNA vice herpetickych vird v mozkomisnim
moku (Tang Y. et al., 1999). Objevily se nové nosologické jednotky, jako zoster
sine herpete (Gilden D. et al., 2009). Dokonce byly odhaleny zachyty DNA
herpetickych vird v mozkomisnim moku, kdy nalez neodpovidal klinickému
obrazu zanétu CNS (Davies N. et al, 2005).

Vramci pilotni studie retrospektivni  analyzou zdravotnické
dokumentace na pracovisti Infekéni kliniky FN Bulovka jsme v pacientl, u
kterych byla provedena diagnostika ptitomnosti DNA heretickych virt
v mozkomi$nim moku v letech 1998-2003 odhalili piipady zanéti CNS, kdy byla
v mozkomi$nim moku zji§téna DNA herpetickych virt, i kdyz klinicky i
laboratorni nalez odpovidal spiSe jiné etiologii onemocnéni (2x klistova
meningoencefalitida, 1x lymeskd borrelioza, 1x purulentni meningitida)
(Soltysova K. et al., 2005).

Tyto nalezy pifindsi otazky spravné interpretace zachytu DNA
ubikvitnich patogenti s mistem latence v nervovém systému.



2. Hypotézy a cile prace

Cilem této prace bylo odpovedét na otazky:

e Jak casty je nalez DNA neurotropnich herpetickych vira HSV1, HSV2, VZV
a HHV6 pfi nehnisavych zanétech CNS v mozkomi$nim moku u pacientd,
kde byla urcena jin4 etiologie zanétu nez infekce herpetickymi viry.

e Pokud byla DNA herpetickych virtt v MM pacientt s aseptickym zanétem
jiné nez herpetické etiologie zachycena, tak zda tento nalez a je klinicky
vyznamny pro pacienta.

e Jestli je pfitomna HSV DNA v MM pacientd s klinicky manifestovanou
reaktivaci tohoto viru na periferii (vysev herpes labialis)

3. Materidal a metodika

Studie ¢.1 Pritomnost DNA neurotropnich herpetickych virga u
pacientt s nehnisavym zanétem CNS znamé etiologie

Prokazovali pfitomnost DNA neurotropnich herpetickych vira (HSV1, HSV2,
VZV, HHV6) u pacienti s nehnisavym zanétem CNS znamé -etiologie.
Charakterizovali jsme pribéh onemocnéni a zavaznost trvalych nasledkd u
skupiny pacientt s pozitivnim zachytem DNA herpetickych virti v mozkomisnim
moku (MM). Klinické parametry onemocnéni jsme porovnali se skupinou
pacientt se stejnym onemocnénim, kde pfitomnost DNA téchto virti byla stejnym
vysetfenim vylou¢ena. Cetnost zachytu DNA herpetickych virti v MM u pacientii
s nehnisavym zanétem CNS znamé etiologie byla porovnana s Cetnosti zachytu
v MM u kontrolni skupiny pacientd bez zanétlivého cytologického nalezu
v mozkomi$nim moku.

Do studie bylo zaclenéno 77  pacientt s laboratorné
potvrzenou enterovirovou meningitidou ¢i meningoencefalitidou a 96 pacientl s
klistovou meningoencefalitidou. Zaclenéni byli pouze imunokompetentni
pacienti (bez anamnestického udaje o imunodeficitu ¢i HIV pozitivit€, bez
nadorového onemocnéni, bez imunosupresivni terapie). Biologicky material byl
ziskan pfi rutinnich odbérech, studie byla provedena se souhlasem etické komise
FNB (¢.j. 40/EK-Z).

Skupinu 77 pacientd s enterovirovou meningitidou tvotilo 43 muzt a 34
zen (veékovy prumér 13,3 let, median 12 let, vékové rozmezi 2 roky az 48 let),
skupinu 96 pacientt s klistovou meningoencefalitidou tvofilo 63 muzi a 33 Zen
(v€kovy primér 40,5 let, median 41 let, vékové rozmezi 6-76 let).

Kontrolni skupinu tvofilo 107 pacientii, u kterych byla v roce 2005
provedena lumbalni punkce z diagnostickych diivodti (meningismus pii febriliich,



séropozitivita lymeské borrelidzy). Vekové slozeni této skupiny odpovidalo
veékovému slozZeni skupiny pacientt.

Sledované parametry

Klinicky pribéh onemocnéni byl sledovan po dobu hospitalizace, po propusténi
byli pacienti standardné ambulantné kontrolovani po 1, 3 a 6-ti mésicich.
Sledovany a analyzovany byly zejména tyto parametry:

e  Priznaky onemocnéni pfi piijeti (febrilie, znamky meningealniho drazdéni,
neurologické postizeni, subjektivni stiznosti), délka trvani onemocnéni pred
prijetim, zakladni anamnestické Udaje (ve€k, pohlavi, pfitomnost internich
onemocnéni).

e  Prubéh onemocnéni béhem hospitalizace (délka febrilni periody, subjektivni
délka trvani piiznakd, pfitomnost neurologického postizeni pii dimisi, délka
antiedemat6zni  terapie, délka terapie glukokortikoidy, pfitomnost
komplikaci onemocnéni), vysledky laboratornich vysetfeni krve (krevni
obraz a diferencialni pocet leukocytl, sedimentace za 30 min., C reaktivni
protein, jaterni testy: bilirubin celkovy, AST, ALT), mozkomisniho moku
(vysetieni na Fuchs-Rosenthalové komurce — pocet lymfocytli a neutrofilnich
segmentd, glykorrhachie, laktat, celkova bilkovina) a vysledky vySetfeni
zobrazovacimi metodami (vSichni EEG, CT jen v pfipadech indikovanych
osetfujicim lékarem).

e Zdravotni stav pacientl pfi kontrolach — trvani neurologického postizeni,
pritomnost subjektivnich obtizi, EEG (pokud byly pii inicidlnim vySetfeni
pritomny abnormity).

U kontrolni skupiny klinicky stav sledovan nebyl.

Laboratorni metody

Odbér mozkomisniho moku lumbalni punkci byl proveden z diagnostickych
divodi primérné 2. den hospitalizace (v rozmezi 1.- 4. den). Pro detekci
herpesvirové DNA byla zvolena metoda nested-PCR. DNA HSV1 a HSV2 byla
amplifikovana v jedné reakci, sekvence primerii byla pievzata z (Cassinotti P. et
al., 1996), VZV DNA byla amplifikovana primery dle publikace (Liedtke W. et
al., 1993) a HHV6 DNA dle prace (Yamanishi K. et al., 1993). Byl amplifikovan
usek spole¢ny pro HHV6A a HHV6B.

Vzorky byly vySetfovany vzdy parove, pii pozitivnim vysledku byl test
opakovan. Pouzité metody pro prikaz HSV1 DNA, HSV2 DNA a VZV DNA
byly validovany pomoci panelu vzorkt ziskanych z Quality Control for Molecular
Diagnostics, NIBSC.

Statistické vvhodnoceni

Statistické vyhodnoceni klinického pribéhu ve sledovanych parametrech (viz
vyse) bylo provedeno po ukonceném jednoletém sledovani biostatistikem. Jako
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statistické metody byly zvoleny Fisheriv pfesny test pro proménné udavané ve
forme Skaly a Mann-Whitneytiv a Wilcoxonuv test pro proménné kontinualniho
typu dat. Za statisticky vyznamnou byla povazovan hladina vyznamnosti 0,05 a
nizsi. Porovnavan byl klinicky pribéh onemocnéni u pacientli s ovéfenou
neuroinfekei bez prikazu DNA herpetického viru v MM a pacientl se zanétem
CNS a zachytem DNA herpetického viru v MM.

Studie ¢. 2 Vyskyt HSV 1 DNA v mozkomi$nim moku u pacientit
s vysevem herpes labialis

Mozkomisni mok 11 pacientli s purulentni meningitidou komplikovanou
vysevem herpes labialis byl vySetfen na pfitomnost DNA virdt HSV a varicella
zoster (VZV). Vzorky MM (n=24) byly odebrany pii kontrolnich lumbalnich
punkcich.

Laboratorni metody

Detekce DNA byla provedena vyse uvedenou metodou nested PCR Pozitivni
vysledky ovéfeny komerénim kitem (LightCycler HSV1/2 qual kit, Roche)
metodou real-time PCR bez kvantifikace.

4. Vysledky

Studie ¢.1 Pfitomnost DNA neurotropnich herpetickych vira u
pacientl s nehnisavym zanétem CNS znamé etiologie

Byla zavedena a validovana metodika nested PCR pro detekci DNA virad HSV1,
HSV2, VZV a HHV6 v mozkomi$nim moku. Touto metodikou bylo vysetieno
280 pacientd (96 pacientd s klistovou meningoencefalitidou, 77 pacienti
s enterovirovou meningitidou a meningoencefalitidou a 107 pacientti v kontrolni
skuping). Bylo identifikovano 13 pacienti s nehnisavym zanétem CNS znamé
etiologie a vyskytem DNA herpetického viru v mozkomisnim moku viz Tabulka
¢.1:

DNA viru HSV1 byla nalezena u 2 pacientd, DNA viru HSV2 byla
pfitomna u 3 pacientd, DNA viru VZV u 4 pacienti, DNA viru HHV6 u 3
pacientti. U jednoho pacienta byla zachycena v MM soucasné DNA viru VZV a
HHVe.

Neurologické postizeni mélo vzdy piechodny charakter a ndlez na EEG
zahrnoval pouze abnormity difuzniho charakteru. Nalez loziskového postizeni na
EEG, ktery je uvadén jako typicky pro sporadickou nekrotizujici encefalitidu,
nebyl zaznamenan. Nikdo z pacienti nemél v pfedchorobi ani béhem
hospitalizace vysev herpes simplex, herpes genitalis nebo herpes zoster. Klinicky
pribéh onemocnéni a vysledky laboratornich vySetieni byly podrobné sledovany



u 173 pacientl, ztoho 96 pacienti s kliStovou meningoencefalitidou a 77
s enterovirovou meningitidou a meningoencefalitidou

Pribéh onemocnéni byl srovnavan mezi skupinami s nehnisavym
zanétem CNS znamé etiologie a vyskytem DNA herpetického viru v MM (n=13)
a s nehnisavym zanétem CNS znamé etiologie bez zachytu DNA herpetického
viru v MM (n=160). Byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi
celkové bilkoviny v mozkomisnim moku a zavaznosti EEG nalezu za
hospitalizace. Statisticky nebyl prokazan rozdil v klinickém stavu pacientd pii
prijeti, v prub&hu hospitalizace, v cytologickém nalezu v mozkomisnim moku ani
pri nasledném sledovani; viz Tabulka 2A; 2B; 2C.
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Tabulka 1. Klinické formy onemocnéni u pacientii s nehnisavym zanétem znameé
virove etiologie a paralelnim zachytem DNA herpetickych virii v mozkomisnim

moku.
Forma onemocnéni ~ Vék pohlavi Neurologické Nélez na EEG
(roky) postizeni
VZV Klistova 61 muz Bez postizeni  Normalni
meningitida nalez
\7A% Klistova 32 muz Pfechodné Mirna difuzni
meningitida ttesy aker a abnormita
bolesti hlavy
VZV Klistova 56 Zena Bez postizeni Mirna difuzni
meningoencefalitida abnormita
\7A% Klistova 32 muz Prechodné Mirna difuzni
meningoencefalo- frustni abnormita
myelitida paraparéza
DK
VZV+ Klistova 52 Zena Prechodné Mirna difuzni
HHV6 meningoencefalitida bolesti hlavy abnormita
a  porucha
spanku
HHV6 Klistova 36 muz Titubace Normalni
meningoencefalitida nalez
HSV1 Klistova 35 muz Bez postizeni  Normalni
meningoencefalitida nalez
HSV1 Enterovirova 12 Zena Bez postizeni  Normalni
meningoencefalitida nalez
HSV2 Enterovirova 14 Zena Pfechodné Normalni
meningitida bolesti hlavy  nalez
HSV2 Enterovirova 24 Zena Prechodné Mirna difuzni
meningitida jemny tfes abnormita
aker
HHV6 Enterovirova 6 muz Bez postizeni Mirnd difuzni
meningitida abnormita
HHV6 Enterovirova 11 muz Bez postizeni Mirnd difuzni
meningitida abnormita
HHV6 Enterovirova 6 muz Bez postizeni ~ Stfedné
meningitida zavazny

11
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Tabulka 2A. Porovmnani klinického pribéhu laboratorniho ndlezu u skupin
pacientii s nehnisavym zdnétem znamé virové etiologie s a bez paralelniho
zachytu DNA herpetickych viri v mozkomisnim moku, vysledky statistického
vyhodnoceni kardinadlnich atributi

*Vzhledem k povaze skdly uveden medidn

Pacienti bez Pacienti p

HV DNA s HV DNA

Primér Primér

(smérodatna (smérodatna

odchylka) odchylka)
Vek (roky) 28.4 (18.5) 29 (18.2) 0.568
Délka hospitalizace (dny) 11.8 “4.2) 118 (3.3) 0.496
Délka onemocnéni pred
hospitalizaci (dny) 34 (3.4) 34 (3.1) 0.381
Délka trvani febrilii (dny) 2.3 (1.8) 2.5 (1.9) 0.25
Délka trvani subfebrilii (dny) 1.4 (1.2) 1.2 (0.9) 0.994

Délka trvani bolesti hlavy (dny) 3.8 2.5) 3.7 (2.8) 0.636
Délka terapie manitolem (dny) 3.8 (1.3) 3.5 0.9) 0.397
Den lumbalni punkce od

zaCatku onemocnéni (dny) 5.1 3.4 4.1 (2.0) 0.938
Pocet leukocytd v krevnim
obraze (10exp9/1) 11 (4.0) 10.1 2.7) 0.933
C-reaktivni  protein v krvi
(mg/l) 13.7 (l16.6) 154 (11.4) 0.376
Pocet lymfocytd v MM (pocet/3
v ml) 343.3 (1127.5) 202.5 (124.9) 0.714
Pocet neutrofilnich segmentt
v MM (/3v ml) 130.2  (175.1) 139.2 (150.9) 0.893
Celkova bilkovina v MM (g/1) 0.7 0.3) 0.9 (0.3) 0.013
Zavaznost EEG ndlezu za
hospitalizace (Skala 1-4) *2 2 0.047
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Tabulka 2B. Porovnani klinického pribéhu a terapie za hospitalizace a pri
propusteni u skupin pacientii s nehnisavym zanétem znamé virové etiologie s a
bez paralelniho zachytu DNA herpetickych virii v mozkomisnim moku

Pouzité skaly: 1 — priznaky slabe vyjadreny, 2 — priznak plné vyjadieny viz popis
*Binarni atributy. 0 — jev nepritomen, 1 — jev pritomen

Pacienti bez Pacienti s DNA p
DNA herpesviri
herpesviri
Pohlavi pacienti M 65,2% | M 71,4% | 0.737 ns
Z 348% | Z 28,6 %
Cefalea pfi ptijeti 0 6,7% | 0 0% | 0.174 ns
1 91 % | 1 85,7 %
2 22% | 2 14,3 %
Zvraceni pii prijeti 0 382% | 0 28,6 % | 0.477 ns
1 — nauzea 1 225% | 1 42,9 %
2 — zvraceni 2 39,3% | 2 28,6 %
Febrilie pfi prijeti 0 0% |0 0% | 0.164 ns
1-do38°C 1 34% | 1 14,3 %
2 —nad 38 °C 2 96,6 % | 2 85,7 %
Dalsi neurologické 0 455% | 0 57,1% | 0.551 ns
priznaky pfi piijeti 1 54,4% | 1 42,9 %
Meningealni drazdéni 0 30,3% | 0 28,6 % | 0.727 ns
pri prijeti 1 40,4 % | 1 28,6 %
2 292% | 2 42,9 %
Encefalitické ptiznaky 0 348% | 0 42,9% | 0.856 ns
pri prijeti 1 62,9 % | 1 57,1 %
2 22% | 2 0%
Pfitomnost parézy 0 95,5% | 0 85,7% | 0.267 ns
pri ptijeti 1 45% | 1 14,3 %
Antiedematozni terapie 0 7,9% | 0 0% | 0441 ns
manitolem 1 92,1% | 1 100 %
Antiedematozni terapie 0 69,7% | 0 85,7% | 0.368 ns
glukokortikoidy 1 30,3% | 1 14,3 %
Pritomnost 0 742 % | 0 85,7% | 0.497 ns
neurologickych pii 1 258% | 1 14,3 %
propusténi
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Tabulka 2C. Porovnani klinického pritbehu pri kontrolach po propusteni (1.,3. a
6.mésic) u skupin pacientii s nehnisavym zanétem znameé virové etiologie s a bez

paralelniho zachytu DNA herpetickych viri v mozkomisnim moku.
*Binarni atributy. 0 — jev nepritomen, 1 — jev pritomen

Pacienti bez | Pacienti s DNA p
DNA herpesvirt
herpesvirt
Pfitomnost N=74 N=4 0,874 ns
neurologickych 0 45,9 % 0 50,0 %
nasledkd pfi kontrole 1 54,1 % 1 50,0 %
1. mésic objektivné
Pritomnost N=76 N=4 1 ns
neurologickych 0 75,0 % 0 75,0 %
nasledkil pfi kontrole 1 25,0 % 1 25,0%
1. mésic subjektivné
Pritomnost N=43 N=3 0,315 ns
neurologickych 0 74,4 % 0 100 %
nasledkil pfi kontrole 1 25,6 % 1 0%
3. mésic objektivné
Pritomnost N=38 N=3 0,621 ns
neurologickych 0 78,9 % 0 66,7 %
nasledkil pii kontrole 1 21,1 % 1 33,3%
3. mésic subjektivné
Pritomnost N=35 N=2 0,522 ns
neurologickych 0 82,9 % 0 100,0 %
nasledka pii kontrole 1 17,1 % 1 0%
6. mésic objektivné
Pritomnost N=34 N=3 0,075 ns
neurologickych 0 79,4 % 0 33,3%
nasledku pfi kontrole 1 20,6 % 1 66,7 %

6. mésic subjektivné
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Klinicky pribéh onemocnéni u pacientli se zachytem DNA herpetickych virt
v MM byl benigni a zadny z téchto pacientli nebyl lécen antivirotiky. V kontrolni
skupiné byl zaznamenan pouze 1 vyskyt HSV2 DNA.

Studie ¢.2 Vyskyt HSV 1 DNA v mozkomiSnim moku u pacientli
s vysevem herpes labialis

Podafilo se nam zachytit 1 vyskyt HSV DNA vMM u pacientky
s pneumokokovou purulentni meningitidou. Tato pacientka zaroven trpéla
mnohocéetnym myelomem ve pokro¢ilém stadiu (III B). Vysev herpes labialis se
u ni objevil 6.den onemocnéni a pozitivni vzoreck MM byl ze 7. dne.
Zobrazovacimi metodami nebyly zastizeny zmény typické pro sporadickou
nekrotizujici encefalitidu. Pacientka zemfela 59.den od pocatku priznaki na
septicky Sok vyvolany smésnou infekci multirezistentnimi gramnegativnimi
bakteriemi.

5. Diskuse

Diagnostika neuroinfekci vyvolanych herpetickymi viry se v soucasnosti opira
hlavné o zachyt DNA PCR diagnostikou (Boivin G., 2004; Smith C., Khanna R.,
2013; Sigfrid L. et al., 2019). Vzhledem k malému mnozstvi virové DNA
v mozkomi$nim moku jsou metody nastaveny na vysokou citlivost au virda HSV1,
HSV2 a VZV vsoucasnosti pievladaji metody s kvalitativnim prikazem
v designu multiplex PCR. Kvantitativni metody typu real-time PCR s CE-IVD
certifikaci jsou vyznamné nakladnéjsi. Proto jsme volili citlivou metodiku, ktera
vSak ma nevyhody mozné kontaminace. T¢ jsme Celili vySe uvedenymi prostredky
a za pozitivni zachyt jsme povazovali pouze opakovany pozitivni vysledek testu.

Nasi studii se podafilo potvrdit existenci atypickych zachyti DNA
herpetickych vird pfi neuroinfekcich vyvolanych jinym agens. Protoze imunitni
dohled nad herpetickymi viry je zajiStovan hlavné  bunéfnou
imunitou (Cunningham A. et al, 2006; Egan K. et al., 2013), shrnuto v (Zhang J.
et al., 2017), ktera s vékem klesa, predpokladali jsme vyssi vyskyt virové DNA u
star§ich pacientti. Proto byl nalez DNA herpetickych virti u mladsich pacienti
pomérné prekvapivy, zejména 2 zachyty HSV1. Nalez mlze souviset s vyssi
Cetnosti reaktivaci téchto virti v této vékové kategorii. U HSV je znamo, ze Cetnost
a rozsah reaktivaci se snizuje s délkou doby od primoinfekce (Wald A., 2004).
Relativné vysoky zachyt HHV6 v MM u malych déti by mohl souviset
s podobnym chovanim i u tohoto viru. Naopak, reaktivace VZV u pacientd
mladsiho véku je vzacnym jevem, o ¢emz svéd¢i i velmi nizky vyskyt herpes
zoster u téchto pacientti (Oxman M. et al, 2005). To potvrzuji i naSe data. Zachyt
DNA viru VZV ve skupiné pacienti s kliSfovou meningoencefalitidou byl
pomérné vysoky (v nasem souboru doséhl 5 %), v jednom piipadé se dokonce
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podafil spolecny zachyt VZV a HHV6 DNA a byl nulovy ve skupiné pacientti
s enterovirovou meningitidou. Bezpfiznakové zachyty viru VZV v krvi jiz byly
popsany (Mainka C. et al, 1998; Levin M., 2014), ale v MM byly spojovany
s neuritidami bez vysevu herpes zoster (Gilden D. et al., 2009; Persson A. et al.,
2009).

Dynamika perzistence virové DNA v mozkomiSnim moku pii
neuroinfekci &i reaktivaci viru v CNS neni piili§ zndama. Udaje jsou pouze u velmi
malych skupin 1é¢enych pacientl se sporadickou nekrotizujici encefalitidou, kdy
je virus HSV v mozkomisnim moku detekovan i 5 dni od zahajeni terapie
(Raschilas F. et al, 2002; Schloss L., et al., 2009; (Ramirez K. et al.,2018), u
infekci novorozenct je persistence HSV DNA spojena se Spatnou progndzou
onemocnéni (Mejias A. et al., 2009; Otto W. et al., 2016). Udaje u ostatnich vird
chybi, zejména pro neeti¢nost provadéni lumbalni punkce u pacientl, jejichz
klinicky stav se jiz upravil. Zajimavé proto byly zachyty HSV2 DNA u 3 pacientu,
z nichz pouze jedena pacientka (souc¢asné 1éCena pro gonoreu) méla anamnesticky
udaj o vysevech herpes genitalis bez recentniho vysevu. Reaktivace herpetickych
virt jsou bézné i u imunokompetentnich jedinct a DNA vira HHV6 i VZV jsou
episodicky detekovatelné v krvi bez klinickych pfiznaki (Caserta M. et al., 2004;
Mainka C. et al., 1998; Levin M., 2014).

Reaktivace v kompartmentu nervové tkané jsou ziejmé vzacngjsi, jak
vyplyva ze studii o efektivit¢ PCR vySetfovani mozkomisniho moku. Tyto studie
potvrzuji téméf nulovy zachyt herpetickych vird u pacientii bez zanétlivého
cytologického nalezu v mozkomisnim moku (Simko J. et al, 2002; Tang Y et al.,
1999). To se podaftilo prokazat i v nasi kontrolni skupiné 107 pacientu.

Statisticka analyza prokazala vys$§i hodnoty celkové bilkoviny
pacientt s pfitomnosti DNA herpetickych virt v MM. Hodnoty celkové bilkoviny
u pacientit s DNA herpetického viru nebyly vyrazné vyssi (0,7 g/l versus 0,9 g/l,
normalni hodnoty pro dospélého 0,4-0,6 g/l), pohybovaly se v hodnotich
obvyklych pro nehnisavé zanéty CNS a rozhodné by jich neslo pouzit jako
indikatoru pfitomnosti DNA herpetickych virl. Abnormity na prvnim EEG nalezu
u téchto pacientd také nebyly hodnoceny jako t€Zké a se nejednalo o loziskové
nalezy typické pro sporadickou nekrotizujici encefalitidu (viz Tabulka 1) pribéh
nemoci i rekonvalescence se nelisil viibec. To ukazuje, Ze ptitomnost virové DNA
v MM je spiSe disledkem sekundarni reaktivace virti vyvolané piitomnosti
zéanétlivych faktori v CNS nebo pfechodnym oslabenim imunitniho dozoru nad
latentni infekci, a Ze nema etiologicky vztah k probihajicimu onemocnéni.
Ve studii ¢.2 se podafilo unikatné zachytit HSV1 DNA v MM u pacientky
s lokdlnim vysevem herpes labialis bez morfologickych znamek postizeni CNS
typickém pro sporadickou nekrotizujici encefalitidy. Pacientka byla silné
imunokompromitovand kvtli mnohocetnému myelomu ve stadiu IIIB,
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komplikovanému pneumokokovou purulentni meningitidou, kterou provazi
vyznamna porucha hematoencefalické bariéry.

Protoze je metoda PCR v soucasnosti hlavnim diagnostickym voditkem,
mohou tyto nalezy Cinit diagnostické obtize zejména pfti zachytech HSV1 DNA.
Zde je byt i benigni pritbéh onemocnéni absolutni indikaci k zahajeni terapie
antivirotiky, protoZze onemocnéni mize progredovat do nekrotizujici encefalitidy.
Nalez HHV6 DNA by se mél vzdy posuzovat v souvislosti se stavem imunity
pacienta vCetné anamnézy a absenci jiné mozné etiologie vzhledem k risk-
benefitu 1é¢by (nefrotoxicita, myelosuprese). Zde je vhodné doplnit kontrolni
lumbalni punkci a potvrdit etiologii pfitomnosti intrathékalni syntézy
specifickych protilatek, zejména u imunokompromitovanych. Také je nutno
zvazovat moznost integrace HHV6 do genomu v zarode¢né linii, ktera zkresluje
DNA diagnostiku a Ize ji vyloucit PCR vysetienim bezkrevné tkan€ (napi. nehta
nebo vlasovych kofinkt) (Ward K. et al., 2007).

6. Zavéry

Diagnostika herpetickych virt prodélava v poslednich letech piiklon
k molekularné biologickym metodam. Na§ vyzkum se soustfedil na to, jakou
vypovédni hodnotu ma zachyt herpesvirové DNA v mozkomisnim moku.
Atypické nalezy DNA herpetickych vird v mozkomi$nim moku souviseji s jejich
reaktivaci vtomto kompartmentu. Jev neni raritni a v naSem souboru
imunokompetentnich pacient s virovou meningitidou/meningoencefalitidou jiné
nez herpesvirové etiologie dosdhl 7,5%. U pacientt sklistovou
meningoencefalitidou se jednalo o 7 piipadd z 96 (7.3 %) a nejcastéji byla
detekovana VZV DNA, u pacientti ] enterovirovou
meningitidou/meningoencefalitidou u 6ti piipadt ze 77 (7,8 %) a nejcasteji byla
detekovana HHV6 DNA. Zachytili jsme i soucasnou pfitomnost DNA dvou
herpetickych virl. Reaktivace nemusi zhorSovat klinicky pribéh onemocnéni a
v nasem souboru byl klinicky pribéh onemocnéni u pacientii se zachytem DNA
herpetickych virti i bez terapie antivirotiky benigni. K reaktivaci dochazi ziejmé
hlavné pfi zanétech, coz potvrzuje minimalni zachyt DNA herpetickych virti u
pacientti bez zanétlivého cytologického nalezu v mozkomi$nim moku. Naopak
symptomaticka reaktivace HSV1 na periferii u pacientti s purulentni meningitidou
vedla k detekci HSV1 DNA v mozkomi$nim moku pouze u 1 pacientky z 11
testovanych. Tato pacientka byla vyznamné imunokompromitovana.

Metody zalozené na amplifikaci nukleovych kyselin jsou v soucasnosti
hlavnim diagnostickym voditkem, proto mohou zachyty DNA herpetickych virt
v mozkomi$nim moku ¢init diagnostické obtize. Tyto vysledky je nutné vzdy
interpretovat s ohledem na klinicky stav pacienta, epidemiologickou anamnézu a
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vysledky dalSich vySetieni. V pfipadné nutnosti je tfeba testy opakovat s ¢asovym
odstupem k posouzeni dynamiky.
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Seznam zkratek
ALT
AST

CE-IVD
CMV
CNS

CT
DNA
EBV
EEG
HHV6
HHV6A
HHV6B
HIV
HSVI
HSV2
MM
NAAT
\7A%

alaninaminotransferaza
aspartataminotransferaza

"Conformité Européenne" in vitro diagn
cytomegalovirus, téZ uvadén jako HHVS
centralni nervova soustava

vypocetni tomografie

deoxyribonukleova kyselina

virus Epsteina — Baarové, téz uvadén jako HHV4
electroencephalografie

Lidsky herpeticky virus 6 (bez rozliseni typu)
Lidsky herpeticky virus 6 typ A

Lidsky herpeticky virus 6 typ B

virus lidské imunitni nedostatecnosti

Herpes simplex virus typ 1

Herpes simplex virus typ 2

mozkomisni mok

nucleic acid amplification test

varicella zoster virus, téZ uvadén jako HHV3
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